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A  Abkürzungsverzeichnis 
ALAT = ALT  Alanin-Aminotransferase 
APRI    Aspartat-Aminotransferase to platelet ratio index 
ARFI    Acoustic radiation force impulse-(Elastographie) 
ASAT = AST  Aspartat-Aminotransferase 
CF   Zystische Fibrose 
CFLD   Cystic Fibrosis related Liver Disease 
CFTR   Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator 
CHB   chronische Hepatitis B 
CHC   chronische Hepatitis C 
GGT   Gamma-Glutamyl-Transferase 
TE    Transiente Elastographie 
UDCA   Ursodeoxycholsäure 
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Referat:  
In der vorliegenden medizinischen Promotionsschrift werden verschiedene nicht-invasive 
Untersuchungsverfahren bei erwachsenen Patienten mit Zystischer Fibrose (CF) zur Detektion 
einer Leberbeteiligung (CFLD) evaluiert. Das diagnostische Standardverfahren bei vielen 
Hepatopathien, die Leberbiopsie, ist auf Grund der fokalen Manifestation der CFLD und der 
häufigen pulmonalen Begleiterkrankung bei CF nicht Bestandteil der Routinediagnostik. CF-
Patienten werden daher im Rahmen der vorliegenden Studie mittels konventionellen 
Ultraschalls, Acoustic Radiation Force Impulse (ARFI) - Imagings, Transienter Elastographie 
(TE) und verschiedener Fibrosescores untersucht. Ferner wird die Eignung der 
elastographischen Methoden als Verlaufsparameter bei einem Teil der Studienkohorte 
evaluiert. Ziel ist die Bewertung des diagnostischen Nutzens der angewandten 
Untersuchungsmethoden bezüglich der Differenzierung zwischen CF-Patienten ohne 
Leberbeteiligung, CFLD und CFLD-induzierter Zirrhose. Lebergesunde Probanden und 
Patienten mit ethyltoxischer Leberzirrhose dienen als Kontrollgruppen. 
Die Ergebnisse dieser wissenschaftlichen Arbeit zeigen, dass die elastographische 
Untersuchung der Leber bei erwachsenen CF-Patienten, als nicht-invasives Verfahren im 
Rahmen der Routinediagnostik zur Detektion einer CFLD-induzierten Zirrhose, ergänzend 
genutzt werden kann. Für die Beurteilung des klinischen Nutzens als Verlaufsparameter sind 








2.1 Zystische Fibrose 
Die Zystische Fibrose (CF) ist mit einer Inzidenz von 1:2000 bis 1:3000 eine der häufigsten 
genetischen Stoffwechselerkrankungen in der europäischen Bevölkerung. Der Erbgang erfolgt 
autosomal-rezessiv und aktuell sind über 1.800 verschiedene krankheitsassoziierte 
Genmutationen auf dem langen Arm von Chromosom sieben bekannt. Die Punktmutation 
∆F508 ist bei Weitem am häufigsten nachweisbar und betrifft über 80% aller CF-Patienten 
(Rowe et al., 2005; Cystic Fibrosis Foundation, 2012). Pathophysiologisch kommt es durch 
Fehlfunktion des Cystic Fibrosis Transmembrane Conductance Regulator (CFTR)-
Chloridkanals in exokrinen Drüsen zur Produktion zäher, visköser Sekrete. Klinisch 
manifestiert sich die daraus resultierende Lumenobstruktion in Form multipler 
Organdysfunktionen. Diese betreffen vorrangig Lunge und Pankreas, aber auch Leber, 
Gastrointestinaltrakt und weitere sekretorisch aktive Epithelien (Cutting et al., 2013). Seit 
Bekanntwerden des ursächlichen Gendefekts des CFTR-Gens im Jahr 1989 konnte auf Grund 
medizinischen Fortschritts und interdisziplinärer Behandlungskonzepte die mediane 
Lebenserwartung der betroffenen Patienten auf 36,8 Jahre (2011) angehoben werden (Cystic 
Fibrosis Foundation, 2012), sodass sich mittlerweile fast die Hälfte aller CF-Patienten im 
Erwachsenenalter befindet (Riordan et al., 1989; Flume et al., 2012). Die Zystische Fibrose 
stellt keine rein pädiatrische Problematik mehr dar, wodurch die klinische Versorgung 
erwachsener CF-Patienten und die Charakterisierung des Langzeitverlaufs der Erkrankung 
zunehmend in den Fokus der Forschung rücken. Durch verbesserte Therapiemöglichkeiten der 
meist prognosebestimmenden Lungenbeteiligung (Ramsey et al., 2011), richtet sich im 
klinischen Alltag die Aufmerksamkeit zusehends auch auf nicht pulmologische Schwerpunkte 
wie die CF-assoziierte Lebererkrankung (Cystic Fibrosis related Liver Disease - CFLD). 
 
2.2 Cystic Fibrosis related Liver Disease - CFLD 
Aus der Funktionsstörung des CFTR-Ionenkanals resultiert eine mangelhafte Hydratisierung 
des Gallensekrets im Gallengangsepithel, wodurch es zu progredienter Obstruktion der 
Gallengänge mit Cholestase und sekundär zu lokaler Zellschädigung kommt. Die klinische 
Ausprägung CF-assoziierter Störungen des hepatobiliären Systems ist inhomogen. Sie reicht 
von der Steatosis hepatis, über eine durch Leberenzymerhöhung gekennzeichnete Hepatitis, 
bis hin zur Leberzirrhose mit portaler Hypertension. Weiterhin sind Veränderungen der 
Gallenblasenmorphologie (u.a. Mikrogallenblase, verschmälertes Lumen), Cholelithiasis, 
Bildung von intrahepatischem Sludge sowie ein erhöhtes Risiko der Entwicklung eines 
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cholangiozellulären Karzinoms beschrieben (Sokol et al., 1999; Wilschanski et al., 2007; 
Moyer et al., 2009). Die Ursache der variablen Expressivität hepatobiliärer Manifestationen 
der CF ist bislang unklar. Es werden nicht-CF-assoziierte Gene vermutet, die die 
Suszeptibilität des Individuums beeinflussen, ferner wird der Einfluss durch Umweltfaktoren 
diskutiert (Wilschanski et al., 2007). Die CFLD ist eine frühe Komplikation der CF, die sich 
hauptsächlich innerhalb der ersten Lebensdekade und zumeist vor dem 20. Lebensjahr 
entwickelt (Lamireau et al., 2004; Chryssostalis et al., 2011), jedoch ist auch die 
Erstmanifestation im Erwachsenenalter beschrieben (Nash et al., Am J Transplant 2008). Der 
Einfluss der CFLD auf Morbidität und Mortalität von CF-Patienten ist bisher nicht 
ausreichend definiert. Die bislang einzige umfangreiche longitudinale Studie betrachtete 154 
erwachsene CF-Patienten über eine mediane Beobachtungszeit von 5 Jahren, wobei zumeist 
stabile klinische Verläufe der CFLD ohne das Auftreten von portaler Hypertension oder 
chronischem Leberversagen dokumentiert werden konnten; nur in einem Fall kam es zur 
hepatischen Dekompensation (Nash et al., J Cyst Fibros 2008). Die Leberbeteiligung ist 
jedoch mit einer erhöhten Inzidenz von CF-induziertem Diabetes mellitus (Cystic Fibrosis 
related Diabetes Mellitus - CFRD) assoziiert, und auch kardio-respiratorische Komplikationen 
werden in dem CFLD-Patientenkollektiv häufiger beobachtet (Minicucci et al., 2007; Nash et 
al., Am J Transplant 2008). Ferner können auch die pulmonale Krankheitsprogression, 
hepatotoxische CF-Dauermedikation (u.a. Antibiotika und Zytostatika) und pankreoprive 
Malnutrition zur Aggravation einer vorbestehenden CFLD führen, wodurch langfristig die 
Prognose dieser Patienten beeinflusst wird (Colombo und Battezzati, 2004).  
Bislang sind die therapeutischen Optionen für CFLD-Patienten begrenzt. Ursodeoxycholsäure 
(UDCA), eine hydrophile, oral applizierbare und choleretisch wirkende Gallensäure, stellt 
aktuell den einzigen medikamentösen Behandlungsansatz dar (Debray et al., 2011). 
Nachweislich führt der Einsatz von UDCA zur Besserung der klinischen Symptomatik und 
signifikanter Reduktion sowohl laborchemischer Leberwerterhöhungen als auch der 
Auftretenswahrscheinlichkeit einer portalen Hypertension bei CFLD (Kappler et al., 2012). 
Bei schwerer hepatozellulärer Dysfunktion im Rahmen einer CFLD kann in Einzelfällen eine 
Lebertransplantation und beim zusätzlichen Vorliegen fortgeschrittener pulmonaler 
Obstruktion eine kombinierte Leber-Lungen-Transplantation in Betracht gezogen werden 
(Nash et al., Am J Transplant 2008). Beide Verfahren führten bei ausgewählten Patienten zu 
einer signifikanten Mortalitätsreduktion (Arnon et al., 2011). Auf Grund fehlender Leitlinien 
ist die Indikationsstellung zur Transplantation bisher stets eine individuelle Entscheidung und 
nicht Bestandteil des therapeutischen Standardregimes (Rowland et al., 2011).  
  
Es existieren nur wenige Daten über die Prävalenz der CFLD, da sich bisher zumeist die 
pulmonale Problematik der CF im Fokus des wissenschaftlichen Interesses befand und zudem 
die Diagnostik der CFLD eine klinische Herausforderung darstellt. Durch uneinheitliche 
Verwendung unterschiedlicher Definitionskriterien (klinische, histologische, serologische, 
sonographische, oder Kombinationen hieraus) und Daten aus gemischt pädiatrisch-adulten 
Studienkohorten, schwanken die Angaben der CFLD-Prävalenz von 2,2% bis 72% (Stern et 
al., 1976; Vawter und Shwachman, 1979; Colombo et al., 1994 und 2002; Lindblad et al., 
1999; Lamireau et al., 2004). In einer großen italienischen Studie konnte anhand eines 
zumeist pädiatrischen Patientenkollektivs über den Beobachtungszeitraum von zehn Jahren 
eine CFLD-Inzidenz von 27% ermittelt werden; etwa 10% aller CF-Patienten dieser Kohorte 




Die Leberbiopsie stellt den Referenzstandard der Diagnostik chronischer Lebererkrankungen 
dar. Durch die histologische Aufarbeitung des gewonnenen Leberstanzzylinders ist es 
möglich, pathognomonische Veränderungen der Leberarchitektur (u.a. Mehrverfettung, 
Inflammation, Nekrose, pathologische Speicherung, Fibrose, Zirrhose) zu detektieren 
(Bedossa und Carrat, 2009). Der Fibrosegrad korreliert dabei mit der klinischen 
Symptomausprägung und dem weiteren Verlauf der Lebererkrankung (Lewindon et al., 2011). 
Auch bei dem Verdacht einer hepatischen Beteiligung der CF kann eine Leberhistologie 
hilfreich sein. Bedingt durch das geringe Gewebevolumen, das bei der Biopsie gewonnen 
wird, kann es jedoch auf Grund der fokalen Genese der CFLD zu falsch-negativen 
Biopsieergebnissen kommen („Stichprobenfehler“) (Debray et al., 2011). Zusätzlich zu den 
bekannten Komplikationen wie Blutung, Schmerzen und Infektion ist die Durchführung einer 
Leberbiopsie bei CF-Patienten mit pulmonaler Begleitsymptomatik und häufig tief stehender 
Pleura regelmäßig mit erheblichen Risiken verbunden, wie beispielsweise der Herbeiführung 
eines Pneumothorax mit folgender pulmonaler Dekompensation (Potter et al., 1997; Mueller-
Abt et al., 2008). Auf Grund der Invasivität des Verfahrens ist die Leberhistologie zudem als 
Verlaufsparameter kaum geeignet. Die Leberbiopsie unterliegt daher bei CF einer strengen 
Indikationsstellung und zählt folglich bislang nicht zur Routinediagnostik der CFLD (Debray 
et al., 2011). 
Daraus ergibt sich die Notwendigkeit nicht-invasiver diagnostischer Alternativen zur CFLD-
Detektion. In der vergangenen Dekade konnten verschiedene neue Ansätze zum Nachweis 
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von Leberfibrose und -zirrhose etabliert werden. Hierzu gehören klinische Scores, basierend 
auf laborchemischen Untersuchungen, die Beurteilung sonografischer Auffälligkeiten von 
Leber, Gallenwegen und Milz, sowie Elastographieverfahren zur Erfassung der 
Gewebesteifigkeit. 
 
2.3.2 Konventioneller Ultraschall  
Die Sonographie (Ultraschall - US) ist eine relativ kostengünstige, nicht-invasive 
Untersuchungstechnik. Ein piezzoelektrischer Kristall dient bei dieser Technik sowohl als 
Sender als auch als Empfänger von Ultraschallwellen. Diese breiten sich gleichmäßig linear 
im Gewebe aus und werden an Grenzschichten mit unterschiedlichen Impedanzwerten (v.a. an 
Luft-Wasser-Grenzen) reflektiert und gestreut. Anhand der unterschiedlichen Laufzeiten und 
Eindringtiefen der reflektierten Schallwellen kann folglich eine Abbildung des untersuchten 
Objektes errechnet werden (Powers und Kremkau, 2011). Vorteile dieser Untersuchungs-
technik sind die Abbildung in Echtzeit und die Möglichkeit der wiederholten Anwendbarkeit 
in Form von Nach- oder Kontrolluntersuchungen. Seit Jahrzehnten können mit Hilfe des US 
fortgeschrittene Leberpathologien, wie z.B. die Zirrhose, von Normalbefunden Lebergesunder 
abgegrenzt werden.  
In den letzten 20 Jahren gab es daher wiederholt Versuche, sonographische Diagnosekriterien 
für die CFLD zu definieren. Diese stützten sich vor allem auf die Darstellung der 
morphologischen Beschaffenheit der Leber wie Echogenität, Nodularität und 
Leberrandstruktur (Williams et al., 1995; Williams et al., 2002). Obwohl die 
sonomorphologischen Leberveränderungen mit dem Auftreten von CFLD korrelieren, schließt 
ein normaler US-Befund eine signifikante Leberfibrose jedoch nicht aus (Mueller-Abt et al., 
2008). Die alleinige Anwendung der abdominellen Sonographie konnte sich zur klinischen 
Erfassung von CFLD nicht durchsetzen. 
In den vergangenen Jahren etablierten sich deshalb weitgehend die CFLD-Diagnosekriterien 
von Colombo et al. (2002), die eine Kombination aus sowohl sonographischen als auch 
serologischen Parametern darstellen. Eine CFLD liegt demnach vor, wenn mindestens zwei 








i)  sonographisch nachgewiesene Hepatomegalie,  
ii)  zwei über den Normbereich erhöhte laborchemische Leberparameter (Aspartat-
Aminotransferase (AST), Alanin-Aminotransferase (ALT), Gamma-Glutamyl-
Transferase (GGT)), 
iii)  weitere sonomorphologische Veränderungen, wobei Hepatomegalie und Steatosis 
hepatis ausgenommen sind. 
 
2.3.3 Neue diagnostische Ansätze 
2.3.3.1 Elastographieverfahren 
Die Elastographieverfahren stellen eine relativ neue, nicht-invasive Untersuchungstechnik zur 
Fibrosedetektion dar, die inzwischen Bestandteil der klinischen Routinediagnostik 
verschiedener Erkrankungen unterschiedlicher Gewebe ist (z.B. Leber, Prostata, Schilddrüse, 
Brustdrüse) (Castera, 2012; Frulio und Trillaud, 2013). Im Folgenden liegt der Fokus jedoch 
auf der Anwendung zur Untersuchung der Leber.  
Das allen Elastographiemethoden zu Grunde liegende technische Prinzip beruht auf 
Veränderungen der Gewebesteifigkeit parenchymatöser Organe durch pathologische 
Vorgänge (wie z.B. Kollagenablagerungen). Das Elastographiegerät initiiert mittels eines 
Impulses eine Gewebedeformierung und generiert somit mechanische Wellen, deren 
Ausbreitungsverhalten im Gewebe analysiert wird (Frulio und Trillaud, 2013). Die dabei 
erfasste Scherwellengeschwindigkeit ist ein indirekter Parameter der Gewebesteifigkeit und 
korreliert direkt mit dem Schweregrad der Leberfibrose; je größer die Steifigkeit, desto höher 
der Fibrosegrad (Lupsor et al., 2009).  
Während die Transiente Elastographie (TE) eine seit etwa einem Jahrzehnt verfügbare und 
bereits von mindestens 50 Forschungsgruppen, bei verschiedenen chronischen 
Lebererkrankungen im Vergleich zur Leberbiopsie, evaluierte elastographische 
Untersuchungstechnik darstellt (Friedrich-Rust et al., 2008; Castera, 2012), ist das Acoustic 
Radiation Force Impulse (ARFI) - Imaging ein vergleichsweise neues Elastographieverfahren. 
 
2.3.3.1.1 Transiente Elastographie (TE) 
Bei der TE wird unter Verwendung eines Schallkopfs, der sowohl ein elektrodynamisches als 
auch ein Ultraschall-Element enthält, ein mechanischer Impuls appliziert, der eine elastische 
Scherwelle erzeugt, deren Ausbreitung im Gewebe detektiert wird. Schließlich wird die 




Darstellung einer Fibroscan-Einzelmessung mit 
Angabe der ermittelten Gewebesteifigkeit in kPa. 
A- Ultraschallmodus in Echtzeit ermöglicht die zielgenaue Platzierung der TE-Sonde 
(Echosens SA, 2009).  
Die Vorteile dieses Verfahrens liegen in der  
Nichtinvasivität, der schnellen (zirka 5 Minuten pro  
Untersuchung), unkomplizierten und weitgehend  
untersucherunabhängigen Durchführbarkeit sowie  
der Reproduzierbarkeit der Ergebnisse (Friedrich- 
Rust et al., 2008; Pinzani et al., 2008; Castera, 2012).  
Zudem repräsentiert das pro Einzelmessung unter- 
suchte Leberareal etwa einen Prozent des Gesamt- 
lebervolumens, was knapp dem 100-fachen Volumen einer Leberbiopsie entspricht (Sandrin 
et al., 2003; Wahl et al., 2012).  
Bei Patienten mit chronischen Virushepatitiden CHC und CHB kann eine signifikante 
Leberfibrose, bzw. -zirrhose, durch TE detektiert werden (de Lédinghen und Vergniol, 2008). 
Mittels Grenzwerten (Cut-off-Werte) gelingt bei diesen Erkrankungen mit hoher 
diagnostischer Güte die Unterscheidung zwischen Leberzirrhose und nicht-zirrhotischer 
Leber; eine sichere Differenzierung der einzelnen Fibrosestadien untereinander ist bisher 
jedoch nicht möglich (Stebbing et al., 2010; Castera, 2012). 
In 80 bis 96 Prozent aller Fälle ist die TE-Untersuchung erfolgreich durchführbar (Castera, 
2012, Friedrich-Rust et al., 2008). Ursachen von Fehlmessungen sind u.a. Adipositas, Aszites, 
schmale Interkostalräume, Ödem, Entzündung, Steatosis hepatis und Cholestase (Ziol et al., 
2005 und 2009; Castera et al., 2010; Castera und Pinzani, 2010). Nach den bisher gängigen 
Qualitätskriterien ist ein Untersuchungsergebnis dann als verlässlich anzusehen, wenn 
mindestens 10 valide Messungen erfolgen und eine Erfolgsrate (success rate - SR) >60%, 
bzw. ein Interquartilenabstand/Median (IQR/M) <30%, vorliegt (Castera et al., 2010). 
Darüber hinaus ist es jedoch entscheidend, die Messdaten im Rahmen des klinischen Bildes 
und der zu Grunde liegenden Lebererkrankung zu bewerten (de Lédinghen und Vergniol, 
2010; Boursier et al., 2013). 
 
2.3.3.1.2 Acoustic Radiation Force Impulse (ARFI) - Imaging 
Bei dieser elastographischen Untersuchungstechnik wird mittels US-Schallkopf ein kurzer 
(<1ms), gebündelter Schallimpuls (ARFI) appliziert, der innerhalb des Schallfensters zu einer 
minimalen Gewebeverdrängung führt. Diese Gewebeverdrängung induziert sich senkrecht 















werden (Nightingale et al., 2002). Die ermittelte Scherwellengeschwindigkeit (in m/s) 












ARFI ist eine schnelle (maximal 10 Minuten pro Untersuchung), kostengünstige und nicht-
invasive Untersuchungstechnik, die auf Grund ihrer Integration in ein konventionelles US-
System unkompliziert im Rahmen sonographischer Untersuchungen angewandt werden kann 
(Friedrich-Rust et al., 2009). Das Verfahren zeigt im Vergleich zur TE eine bessere 
Anwendbarkeit bei Patienten mit Adipositas und Aszites (Rifai et al., 2011). 
ARFI hat eine mit TE vergleichbare diagnostische Güte bezüglich der Detektion von 
Leberfibrose, bzw. -zirrhose (Lupsor et al., 2009; Friedrich-Rust et al., 2009, 2011 und 2013). 
Ein Untersuchungsstandard für die ARFI-Elastographie ist bisher nicht abschließend definiert, 
empfohlen wird jedoch die Untersuchung in Atemruhelage sowie die Verwendung des 
Medians aus 10 validen Messungen als repräsentativen Wert (Karlas et al., 2011). 
 
2.3.3.2 Serummarker und Fibrosescores 
Serologische Fibrosemarker stellen eine weitere nicht-invasive Alternative zur Diagnostik 
chronischer Lebererkrankungen dar. Es lassen sich dabei zwei Arten von Serummarkern 
voneinander abgrenzen. Zum einen gibt es die fibrosespezifischen, direkten Klasse-I-
Biomarker (z. B. Matrixmetalloproteinasen (MMPs) oder Gewebeinhibitoren von Metallo-
proteinasen (TIMPs)), die Aberrationen der extrazellulären Matrix und fibrotische 
Zellveränderungen widerspiegeln. Diese sind jedoch nicht organspezifisch, kostenintensiv 
und nur bedingt verfügbar (Pereira et al., 2004; Zhou und Lu, 2009; Martínez et al., 2011). 
Die Klasse-I-Fibrosemarker sind bei CF bisher nicht ausreichend evaluiert. Erste 
Anwendungen von zwei der Klasse-I-Marker bei CF-Patienten ergaben jedoch deren erhöhte 
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Expression bei CFLD (Rath et al., 2013). Zum anderen existieren die indirekten Klasse-II-
Biomarker, die von der Lebersyntheseleistung abhängige Plasmabestandteile darstellen (u.a. 
Transaminasen, Cholesterin, GGT). Sie sind komplikationsarm und schnell zu akquirieren (es 
genügt eine einzige Blutentnahme), untersucherunabhängig, reproduzierbar und relativ 
preiswert, jedoch nicht organ- und fibrosespezifisch und leicht von diversen anderen 
pathologischen Vorgängen beeinflussbar (u.a. Entzündung, Nekrose) (Martínez et al., 2011; 
Baranova et al., 2011).  
Durch die Kombination der indirekten Klasse-II-Serumfibrosemarker mit verschiedenen 
Routine-Laborparametern wurden innerhalb der letzten Jahre neue klinische Fibrosescores 
entwickelt, die den serologischen Nachweis einer signifikanten Leberfibrose, bzw. -zirrhose, 
ermöglichen sollen. Zwei dieser Fibrosescores, die in der vorliegenden klinischen Studie 
evaluiert wurden, werden im Folgenden kurz vorgestellt. 
 
2.3.3.2.1 AST-to-platelet-ratio-index (APRI) - Score 
Dieser Score berechnet sich nach der Formel (Wai et al., 2003):  
APRI-Score = (ASAT/oberer Grenzwert des Normbereichs für ASAT) x 100 
    Thrombozytenzahl (10^9/L). 
Mittels APRI-Score kann eine signifikante Leberfibrose bzw. –zirrhose bei chronischer 
Hepatitis C (CHC) mit moderater Sensitivität und Spezifität detektiert werden (Lin et al., 
2011). Zur Erfassung fibrotischer Veränderungen im Rahmen einer chronischen Hepatitis B 
(CHB) ist der APRI-Score hingegen nicht geeignet (Jin et al., 2012). Über die Anwendung bei 
Patienten mit chronischen Lebererkrankungen anderer Genese gibt es bisher nur wenige 
Daten. Verschiedene physiologische und pathologische Einflussfaktoren können zudem das 
Untersuchungsergebnis beeinflussen (Pinzani et al., 2008; McGoogan et al., 2010; Debray et 
al., 2011). Bei einem pädiatrischen CF-Patientenkollektiv das mittels APRI-Score untersucht 
wurde, zeigte sich dessen alleinige Anwendung nicht zur Detektion von CFLD geeignet 
(Witters et al., 2009). Eine Evaluation bei erwachsenen CF-Patienten ist bislang nicht erfolgt. 
 
2.3.3.2.2 Forns-Score 
Zur Berechnung dieses Scores werden verschiedene Serum- und Blutbildparameter sowie das 
Alter des Patienten verwandt (Forns et al., 2002): 
Forns-Score = 7,811 – 3,131 x ln (Thrombozytenzahl) + 0,781 x ln (Gamma-Glutamyl- 
     Transferase) + 3,467 x ln (Alter) – 0,014 x Gesamtcholesterin.  
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Der Forns-Score ermöglicht bei CHC den Ausschluss einer signifikanten Leberfibrose (Forns 
et al., 2002). Auch diese Untersuchungsmethode ist jedoch zur Fibrosedetektion bei anderen 
chronischen Hepatopathien bislang nicht ausreichend evaluiert und unterliegt 
verfahrensunabhängigen Störgrößen (Koda et al., 2007; Floreani et al., 2011; Yang et al., 
2012). Untersuchungsergebnisse zur Anwendung bei CF-Patienten liegen nicht vor. 
 
2.4 Rationale der vorliegenden Studie 
Die steigende Lebenserwartung der an CF Erkrankten mit dem Ergebnis des Wachstums des 
erwachsenen CF-Patientenkollektivs führt zunehmend zu einer interdisziplinären Ausweitung 
des Krankheitsmanagements und stellt eine neue Herausforderung für die 
Erwachsenenmedizin dar. Der Fokus der vorliegenden Studie liegt auf der komplexen und 
klinisch relevanten Manifestation der Grunderkrankung CF am hepatobiliären System, der 
CFLD. 
Im Laufe der letzten Dekade konnten verschiedene neue, nicht-invasive Verfahren zur 
Detektion degenerativer Leberveränderungen entwickelt werden, deren Anwendungsbereich 
sich bislang auf häufige Hepatopathien wie die chronischen Virushepatitiden beschränkt 
(Friedrich-Rust et al., 2008; Lupsor et al., 2009; Castera, 2012). Für Lebererkrankungen mit 
niedriger Prävalenz wie die CFLD liegen nur wenige Daten zum diagnostischen Nutzen dieser 
nicht-invasiven Untersuchungsmethoden vor, die zudem hauptsächlich aus pädiatrischen 
Studienpopulationen stammen (Breton et al., 2009; Malbrunot-Wagner et al., 2011). Die 
neuen Verfahren haben durch ihre einfache, schnelle und wiederholte Anwendbarkeit das 
Potenzial, eine präzisere epidemiologische Charakterisierung der CFLD zu ermöglichen. 
Zudem stellen sie denkbare Verlaufsparameter dar, mit deren Hilfe 
Längsschnittuntersuchungen und Verlaufskontrollen praktikabel sind.  
Ziel des hier vorgestellten Projektes war daher die Überprüfung der Anwendbarkeit von 
verschiedenen serologischen Scores (APRI- und Forns-Score) und elastographischen 
Untersuchungsverfahren (ARFI-Imaging und Transiente Elastographie) im Rahmen einer 
Pilotstudie an einem Kollektiv erwachsener CF-Patienten, sowie die Bewertung der 
diagnostischen Güte dieser Verfahren bezüglich der Detektion einer vorliegenden 
Leberbeteiligung (CFLD). Der Großteil der Studienkohorte wurde zudem im Intervall 
nachuntersucht, sodass die Eignung der untersuchten Verfahren als Verlaufsparameter 





3 Eigener Beitrag zu der Publikation 
Diese Dissertationsschrift folgt den Bestimmungen eines kumulativen Promotionsverfahrens 
mit geteilter Erstautorenschaft. Aus diesem Grund hebt die Autorin an dieser Stelle ihren 
eigenen wissenschaftlichen Beitrag an der vorliegenden Arbeit hervor. 
Die Autorin war an der Planung der Studie und an dem Entwurf des Studienprotokolls sowie 
des Ethikantrags gemeinsam mit Dr. med. Thomas Karlas, Prof. Dr. med. Volker Keim und 
PD Dr. med. Johannes Wiegand beteiligt. Außerdem hat sie den logistischen Ablauf der 
Studie koordiniert, einschließlich der Planung und Vorbereitung der Patientenuntersuchungen 
(Ausschlusskriterien von Patienten, Zusammenstellung eines Fragebogens, Ort und Zeit der 
Untersuchungen, etc.) sowie der Identifizierung geeigneter Patienten und deren Rekrutierung. 
Während der Studienuntersuchungen war die Autorin verantwortlich für die systematische 
Befragung der Patienten, sonographische sowie elastographische Untersuchungen (ARFI und 
TE) und die Entnahme der erforderlichen Blutproben. Die Ultraschalluntersuchungen und TE- 
bzw. ARFI-Messungen wurden auch von Dr. med. Thomas Karlas, Dr. med. Michael 
Tröltzsch, PD Dr. med. Johannes Wiegand und Prof. Dr. med. Volker Keim durchgeführt. Die 
akquirierten Daten wurden von der Autorin in eine eigens erstellte Datenbank eingepflegt. Die 
Analyse und statistische Auswertung der Daten erfolgte gemeinsam mit Dr. Thomas Karlas, 
wobei die Autorin selbständig statistische Berechnungen durchgeführt und deren Ergebnisse 
in Abbildungen und Tabellen dargestellt hat. Die beiden dieser Promotionsschrift zu Grunde 
liegenden Publikationen haben die Autorin und Dr. Thomas Karlas ebenfalls unter Zuarbeit 

















4.1 Publikation 1 
 
Titel   Non-invasive evaluation of Cystic Fibrosis related Liver  
Disease in adults with ARFI, Transient Elastography and 
different Fibrosis Scores 
 
Autoren  Karlas T¹, Neuschulz M¹, Oltmanns A, Güttler A, Petroff D, Wirtz H, 
Mainz JG, Mössner J, Berg T, Tröltzsch M, Keim V, Wiegand J 
 
Journal   PLoS ONE 
Auflagefrequenz  fortlaufende Online-Publikationen 
Begutachtung   peer-reviewed 
Sprache   Englisch 
Impact Factor  4,09 (2011) 
 
Publikationsdatum  25. Juli 2012 
ISSN   1932-6203 (elektronisch) 
DOI    10.1371/journal.pone.0042139 
Pubmed-ID   22848732 













¹ - geteilte Erstautorenschaft 
-15-
  
4.1.1 Skizzierung der 1. Publikation 
Im Rahmen dieser Arbeit werden die Ergebnisse der Evaluation verschiedener nicht-invasiver 
Untersuchungsmethoden zur Detektion einer Leberbeteiligung (CFLD) bei erwachsenen 
Patienten mit Zystischer Fibrose (CF) vorgestellt. Dafür wurden 55 erwachsene CF-Patienten 
mithilfe von Elastographieverfahren (TE und ARFI), konventionellem Ultraschall, 
Fragebogen, klinischer Untersuchung und laborchemischen Fibrosescores untersucht. Als 
Kontrollgruppen für die ARFI-Elastographie wurden gesunde Probanden und Patienten mit 
ethyltoxischer Leberzirrhose untersucht.  
Es konnte gezeigt werden, dass die verwendeten nicht-invasiven Verfahren eine CFLD-
induzierte Zirrhose detektieren können. Weiterhin korrelieren die Ergebnisse der 
verschiedenen untersuchten Methoden gut miteinander. Weniger fortgeschrittene Stadien der 
Leberbeteiligung bei CF konnten mittels Elastographie jedoch nicht verlässlich nachgewiesen 
werden. Bei der Beurteilung der elastographischen Untersuchungsergebnisse zeigt sich eine 
Diskrepanz zwischen dem evaluierten CF-Patientenkollektiv und den bekannten 
Referenzwerten bei anderen chronischen Lebererkrankungen. So ist die Lebersteifigkeit von 
Patienten mit CF-induzierter Zirrhose gegenüber gesunden Probanden nur gering erhöht und 
deutlich niedriger als bei Patienten mit Leberzirrhose auf dem Boden einer Hepatitis C oder 
ethyltoxischen Zirrhose. 
Die untersuchten nicht-invasiven elastographischen und serologischen Verfahren sind 
vergleichsweise einfache, kostengünstige und schnell durchzuführende Untersuchungs-
methoden zur Detektion von CF-induzierter Leberzirrhose. Die Interpretation der 
elastographischen Messergebnisse muss stets im Rahmen der zu Grunde liegenden 
Lebererkrankung erfolgen. 
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Abstract
Background: Cystic fibrosis-related liver disease (CFLD) is present in up to 30% of cystic fibrosis patients and can result in
progressive liver failure. Diagnosis of CFLD is challenging. Non-invasive methods for staging of liver fibrosis display an
interesting diagnostic approach for CFLD detection.
Aim: We evaluated transient elastography (TE), acoustic radiation force impulse imaging (ARFI), and fibrosis indices for CFLD
detection.
Methods: TE and ARFI were performed in 55 adult CF patients. In addition, AST/Platelets-Ratio-Index (APRI), and Forns’ score
were calculated. Healthy probands and patients with alcoholic liver cirrhosis served as controls.
Results: Fourteen CF patients met CFLD criteria, six had liver cirrhosis. Elastography acquisition was successful in .89% of
cases. Non-cirrhotic CFLD individuals showed elastography values similar to CF patients without liver involvement. Cases
with liver cirrhosis differed significantly from other CFLD patients (ARFI: 1.49 vs. 1.13 m/s; p = 0.031; TE: 7.95 vs. 4.16 kPa;
p = 0.020) and had significantly lower results than individuals with alcoholic liver cirrhosis (ARFI: 1.49 vs. 2.99 m/s; p = 0.002).
APRI showed the best diagnostic performance for CFLD detection (AUROC 0.815; sensitivity 85.7%, specificity 70.7%).
Conclusions: ARFI, TE, and laboratory based fibrosis indices correlate with each other and reliably detect CFLD related liver
cirrhosis in adult CF patients. CF specific cut-off values for cirrhosis in adults are lower than in alcoholic cirrhosis.
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Introduction
Cystic fibrosis (CF) is the most common lethal genetic disease in
populations of European descent. Cystic fibrosis-related liver
disease (CFLD) is caused by biliary hyperviscosity which results in
bile duct obstruction and is present in up to one third of CF
patients. Five to 10% of patients develop liver cirrhosis and may
require liver transplantation [1]. Diagnosis of CFLD is challenging
because its clinical presentation ranges from simple steatosis to
multi-lobular biliary cirrhosis with portal hypertension [2,3]. Non-
invasive scoring systems based on liver sonomorphology [4,5] and
biochemical parameters [6,7] have been developed. However, in
many studies these diagnostic criteria were modified resulting in
heterogeneous data of CFLD prevalence [1]. The focal pattern of
liver involvement results in disaccordance between clinical findings
and histological staging and a high proportion of sampling errors
[8]. Therefore, although liver biopsy may help to identify patients
at risk for development of clinically significant liver disease [9] it is
not a standard procedure in CF [1].
In the last decade, ultrasound-based elastography methods for
non-invasive assessment of chronic liver diseases have been
developed [10,11]. First results of transient elastography (Fibros-
canH, TE) in cystic fibrosis revealed an elevated liver stiffness in
patients with CFLD classified according to pathologic ultrasound
criteria [12] and biochemical or clinical definitions [13]. In a case
series, TE could reliably identify children with CFLD and portal
hypertension [14]. First data with the recently developed acoustic
radiation force impulse imaging (ARFI) technique revealed a high
accuracy for the detection of liver cirrhosis in pediatric CF patients
with portal hypertension [15].
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However, liver elastography has not been systematically
evaluated in adult patients, and a direct comparison of TE and
ARFI is missing so far. Thus, the aim of the present study was to




The study was performed in strict accordance with the ethical
guidelines of the Helsinki Declaration and was approved by the
Leipzig University ethics committee (registration number 091-10-
19042010). All study participants provided written informed
consent.
Patients and controls
Adult CF patients were prospectively investigated at presenta-
tion to the pulmonary outpatient clinic for clinical routine
examinations. Patients with pregnancy, age ,18 years, and liver
transplantation were not included. Patients underwent conven-
tional upper abdomen ultrasound evaluation, elastography and
blood tests (alanine aminotransferase (ALT), aspartate amino-
transferase (AST), alkaline phosphatase (AP), bilirubin, gamma-
glutamyltransferase (GGT), blood count, INR, albumin, creati-
nine, and cholesterol) at the same day. Fasting for at least three
hours was required prior to examination, however exceptions were
permitted when clinically required.
Previous ultrasound reports, recent pulmonary function tests
(time span ,6 months), and results of previous routine blood tests
were collected from clinical records.
Cystic fibrosis-related liver disease was defined if at least 2 of the
following conditions were present on at least 2 consecutive
examinations spanning a 1-year period [6,7]: (1) Ultrasound
confirmed hepatomegaly; (2) elevated serum liver enzyme levels of
ALT, AST, AP, or GGT; (3) ultrasound abnormalities other than
hepatomegaly (i.e., increased, heterogeneous echogenicity, nodu-
larity, irregular margins, splenomegaly). An ultrasonographic
pattern of simple liver steatosis did not represent a diagnostic
criterion. In case of distinct ultrasonographic signs of liver cirrhosis
(i.e. coarse nodularity, presence of portal hypertension and
rarefication of peripheral portal veins) and clinical signs (e.g.
esophageal varices, splenomegaly) of liver cirrhosis CFLD patients
were classified as cirrhotics.
ARFI results were compared with a control group of 50 healthy
volunteers which has already been described in detail before [16].
Ten patients with alcoholic liver cirrhosis served as positive
controls.
Acoustic radiation force impulse (ARFI) elastography
Liver stiffness was measured by ARFI technology (Acuson
S2000; Siemens Medical Solutions, Mountain View, California,
USA; Software Version 350.1.050.36) using a convex probe (4C1,
Siemens Healthcare).
Patients were examined in a supine position with the right arm
elevated above the head in a resting respiratory position if
tolerable (short breath-hold without deep inspiration). The
measurement depth from the transducer surface was between 20
and 55 mm. The examiner aimed for a measuring angle close to
0u (region of interest position in the center of the transducer
surface).
Measurements were performed at two different sites in an area
of homogenous tissue: i) right liver lobe through the intercostal
space and ii) left liver lobe in the epigastric region in the median
line. Measurements were performed by experienced operators
(TK, VK, MN, MT, JW).
10 valid measurements at each site were required. The ARFI
success rate was calculated as the ratio between the valid and the
total number of measurements. The median value of each
measuring site was used for further analysis. In case of a success
rate below 60% the result was regarded as invalid and excluded
from further analysis [16,17].
Transient elastography (TE)
For transient elastography (TE; FibroscanH, Echosens, Paris,
France; Software Version 1.40) all subjects were examined in a
supine position immediately after ARFI measurement. TE was
performed in a right intercostal space in resting respiratory
position. 10 valid measurements were taken according to the
manufacturer’s recommendation (M probe). Measurements were
performed by experienced operators (TK, VK, MN, MT). Patients
with an interquartile range (IQR).median value/3 or a success
rate below 60% were considered as invalid and excluded from
further analysis.
Non-invasive fibrosis indices
In addition to ultrasound examination, liver fibrosis was
investigated by the two non-invasive fibrosis indices AST/
Platelets-Ratio-Index (APRI) and Forns’ score [18,19]. Forns’
score was calculated according to the formula [19]:
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Statistical Analysis
Ordinal and nominal data were collected in a MicrosoftH Excel
file. Statistical analyses were conducted by using MedCalcH 11.4
(MedCalc Software, Belgium) and PASS 11.0.2 (NCSS, UT;
USA). Clinical and laboratory data were expressed as median 6
range and mean 6 standard deviation (SD) where appropriate.
Elastography results are presented as boxplots.
Fisher’s exact test and chi-square test were used to test for
association of variables. Nonparametric tests were chosen to compare
median values of two independent samples (Mann-Whitney U test) or
groups (Kruskal-Wallis test). Correlations between variables were
examined using the Pearson’s correlation coefficient. Diagnostic
performance of elastography methods and serologic fibrosis indices
were evaluated using receiver operating characteristic curves. The
probabilities of a true-positive (sensitivity) and a true-negative
(specificity) assessment with selected cut-off values were determined,
and the area under the receiver operating characteristics curve
(AUROC) was calculated [20]. All tests were two-sided. A p-
value,0.05 indicated a significant difference or correlation.
Results
Baseline characteristics of the total study cohort
55 adult CF patients were prospectively included in the study
from April to December 2010 (table 1). Fourteen of 55 patients
(25.5%) met the criteria for CFLD. There were no significant
differences between CFLD patients and those without liver
involvement concerning age, body mass index, duration of CF,
age of initial CF diagnosis, and results of pulmonary function tests.
Liver Stiffness Measurement in CFLD
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Treatment with ursodeoxycholic acid (UDCA) was more frequent
in the CFLD group (93% vs. 54%, p= 0.010). Only one patient of
the CFLD group (7%), but seven cases without CFLD (17%) had
undergone lung transplantation (p= 0.664).
In the ARFI control group, healthy subjects were significantly
younger than the CF individuals (p = 0.012). However, the age
difference was moderate (12% of median CF patient age) and
there was no correlation between age and liver stiffness.
The group of patients with alcoholic liver cirrhosis was
significantly older (p = 0.002) and had a higher body mass index
than CF-cases with cirrhosis (p = 0.025). None of the individuals
presented with either acute hepatitis (aminotransferase levels .26
upper limit of normal) or ascites.
Baseline characteristics of CFLD-patients
Six of the CFLD patients had distinct clinical and sonographical
signs of advanced liver disease, three of them showed collateral
circulation of the portal vein. These six cases were classified as
CFLD cirrhosis (table 1).
CF patients with cirrhosis showed higher values of alkaline
phosphatase (p = 0.028), bilirubin (p = 0.039) and a significantly
lower platelet count than CFLD cases without cirrhosis (135 vs.
2696109/l, p = 0.010). There were no significant differences
concerning age, body mass index, time since and age at CF
diagnosis, and pulmonary function. The distribution of DF508
CFTR-genotype, treatment with ursodeoxycholic acid, and the
presence of diabetes mellitus did not vary significantly.
Practicability of ARFI, transient elastography, and fibrosis
indices
ARFI-acquisition was completely successful in 53 cases (96%).
In two cases without CFLD the success rate was ,60% for one
liver lobe.
Table 1. Baseline characteristics of the study cohort.










Male/female 31/24 24/17 7/7 4/4 3/3 21/29 8/2
Age (years)* 31.968.8 32.969.0 29.068.0 29.667.8 28.368.9 27.864.0 57.565.9
BMI (kg/m2)* 21.563.8 21.764.1 20.863.0 20.963.0 20.663.2 22.161.9 26.065.1
Time (years) since initial CF
diagnosis*
26.6610.1 26.2610.9 27.867.3 28.467.6 27.067.5 / /
Age (years) at CF diagnosis* 5.2610.7 6.6612.0 1.161.2 1.361.0 1.061.5 / /
CFTR-genotype DF508/other (n) 37/18 27/12 12/4 5/3 5/1
Lung transplantation (n) 8 7 1 1 0 / /
Ursodeoxycholic acid treatment (n) 35 22 13 7 6 / /
Diabetes mellitus (n) 18 11 7 5 2 / /
FVC (l)* 3.261.2 3.261.2 3.261.3 3.161.3 3.361.5 / /
FEV1 (l/s)* 2.361.0 2.360.9 2.461.2 2.361.1 2.461.4 / /
FEV1 in % of VC 71.2613.1 70.6613.5 72.8612.1 74.8611.2 70.5613.7
TLC (l)* 6.161.2 6.261.1 5.961.4 6.261.2 5.761.7 / /
RV (l)* 2.860.9 2.960.9 2.560.9 2.861.0 2.260.6 / /
in % of predicted value
- FVC (%) 73.8623.1 72.5621.6 77.4627.7 74.5630.4 80.9626.6
- FEV1 (%) 62.3624.8 60.5622.3 67.5631.5 65.8632.4 69.9633.3
- TLC (%) 102.0612.2 101.0611.8 105.0613.5 105.2611.9 104.9616.5
- RV (%) 172.7654.3 173.8652.6 169.5661.1 178.0672.6 159.7649.2
Platelets (109/l)* 308.16135.9 341.06131.0 211.76102.5 269.1680.0 135.2677.7 / 164.9687.2
ALT (mkat/l)* 0.560.2 0.460.2 0.660.4 0.460.2 0.860.4 / 0.560.2
AST (mkat/l)* 0.560.2 0.560.1 0.660.2 0.560.1 0.760.3 / 0.960.4
AP (mkat/l)* 2.0061.37 1.6360.59 3.0862.25 1.9860.51 4.5662.86 / 1.860.8
GGT (mkat/l)* 0.6961.11 0.5560.81 1.1261.67 0.4460.18 2.0462.34 / 2.762.3
Bilirubin (mmol/l)* 8.167.2 6.663.0 12.5612.3 7.364.8 19.4616.2 / 23.1615.0
Albumin (g/l)* 43.864.3 43.964.5 43.664.1 43.264.3 44.064.2 / 35.1612.3
INR* 1.060.1 1.060.1 1.160.1 1.060.1 1.160.1 / 1.360.2
*mean 6 standard deviation.
CFLD – cystic fibrosis-related liver disease; FVC – functional vital capacity; FEV1 – forced expiratory volume in 1 second; VC – vital capacity, TLC – total lung volume; RV –
residual lung volume.
doi:10.1371/journal.pone.0042139.t001
Liver Stiffness Measurement in CFLD
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TE measurements were invalid in six cases without CFLD (one
patient: success rate ,60%; five patients: IQR exceeding the third
of the median value) resulting in a rate of valid measurements of
89. Rates of valid results between ARFI and TE were not
significantly different (p = 0.271).
APRI score and Forns index could be calculated in all CF
patients.
Results of ARFI, transient elastography, and fibrosis
indices
Results of elastography measurements and serologic fibrosis
indices are shown in table 2. Individuals with CFLD had ARFI
and TE values similar to CF patients without liver involvement in
both liver lobes. ARFI results did not differ between both
subgroups and healthy controls (figures 1 and 2). Direct
comparison of ARFI results without Bonferroni correction for
the negative control group revealed a slight difference of shear-
wave velocities in the right liver lobe between the CFLD patients
and the group without CFLD (1.2860.31 vs. 1.1260.15 m/s;
p = 0.044; Mann-Whitney U test).
Both ARFI and TE did not reveal a significant difference
between CF patients without liver involvement and non-cirrhotic
CFLD cases (n = 8): 1.1260.15 vs. 1.1360.15 m/s (right liver lobe
ARFI, p = 0.83) and 4.061.1 vs. 4.261.3 kPa (TE, p= 0.94),
respectively (table 2). However, CFLD cases with liver cirrhosis
differed significantly from CFLD patients without cirrhosis in right
liver lobe ARFI (1.4960.36 vs. 1.1360.15 m/s; p = 0.031) and TE
(7.9565.88 vs. 4.1661.28 kPa; p= 0.020). Patients with alcoholic
liver cirrhosis had significantly increased values of shear-wave
velocity in both right and left liver lobe compared to CF patients
with cirrhosis (2.9960.77 vs. 1.4960.36 m/s and 3.0560.54 vs.
1.4860.20 m/s; p = 0.002, respectively).
TE results were highly correlated with median ARFI values of
the right liver lobe in all patients (rho= 0.762; p,0.001). ARFI
values of the left liver lobe showed good correlation with right liver
lobe ARFI (rho= 0.311; p,0.001) and with TE (rho= 0.333;
p,0.021). All elastography methods displayed a significant
correlation with APRI and Forns indices (rho.0.4; p,0.01).
The diagnostic performance for CFLD and cirrhosis detection
was comparable between elastography methods and the serolog-
ical fibrosis indices (table 3). Sensitivity of ARFI and TE for CFLD
detection was low (50.0% and 42.9%, respectively). However,
specificity was 92.5% and 97.1%. Among all methods, the APRI
score showed the highest area under the receiving operator
characteristics curve values for CFLD detection with 85.7%
sensitivity and 70.7% specificity. In CFLD subgroups, diagnostic
accuracy of ARFI (right liver lobe), TE, APRI and Forns index for
detection of cirrhosis was almost equal (p,0.03, respectively)
(table 3).
Discussion
This is the first prospective study evaluating TE and ARFI
simultaneously for the detection of CFLD in a cohort of adult CF
patients presenting with baseline characteristics comparable to
previously reported studies [1,7].
ARFI and TE could be applied with a success rate.90% and
correlated highly between each other. However, TE had a higher
rate of invalid measurements than ARFI in patients without CFLD
(15% vs. 2%) which is in line with previously reported TE failure
rates [12]. This phenomenon may be partially explained by CF
specific conditions like hypertrophic intercostal muscles or by
difficulties to tolerate necessary standardized examination proce-
dures (i.e. supine position, short respiratory holds) during the
examination in case of CF-related respiratory impairment [16].
Both TE and ARFI could not significantly discriminate between
non-cirrhotic CFLD patients and CF cases without liver disease
although a gradual increase would have been expected. This
observation should be interpreted very cautiously due to the
limited case number in the non-cirrhotic CFLD subgroup.
However, TE and ARFI (right liver lobe) distinguished between
liver cirrhosis and earlier stages of liver disease in CFLD patients.
Previous studies suggested a potential diagnostic benefit of left
liver lobe ARFI in healthy controls which seems to diminish in
advanced liver disease [16,21]. However, in our CF cohort left
liver lobe ARFI failed to discriminate between CFLD and non
CFLD patients and was not able to detect liver cirrhosis in CF
patients. Thus, it remains unclear whether left liver lobe ARFI
provides an additional diagnostic benefit.
Elastography values in CF patients with liver cirrhosis were
significantly lower than in alcoholic cirrhosis and differed from
reported cut-off values for liver cirrhosis in chronic hepatitis B and
C [11,16,22]. Interestingly, in relation to healthy individuals shear-
wave velocity in cirrhotic CF patients were only marginally
increased (1.4960.36 vs. 1.1560.17 m/s; p = 0.007). However,
even this subtile difference of liver stiffness seems to be typical for
adult CF patients and allows reliable application of ARFI and TE.
It strengthens the assumption that elastography values depend on
the etiology of liver disease [23].
There is a set of possible explanations for our findings:
(i) Up to two thirds of pediatric and adolescent CF patients
show an ultrasound pattern of fatty liver disease [3,24,25]
while the incidence is lower in adult CF patients [26]. In
our adult cohort, 12/55 (22%) individuals displayed signs
of hepatic steatosis at ultrasound evaluation. A direct
relation of steatosis and CFLD is questionable, and
extrahepatic CF manifestations (i.e. malnutrition, essential
fatty acid deficiency, insulin resistance) have been discussed
as potential causes as well [3]. Fatty liver disease modulates
liver stiffness and can impair reliability of elastography for
the detection of fibrosis. Patients with fatty liver disease and
advanced fibrosis may not be detected by TE because of a
higher hepatic fat content [27]. 3/6 cases classified as CF-
related cirrhosis displayed an increased echogenicity of
liver parenchyma (steatosis grad I) in our investigations.
Thus, the marginally elevated elastography results in our
adult CF cirrhotic patients may be influenced by hepatic
steatosis.
(ii) CFLD is a known risk factor for a severe CF course in
children. However, the prognostic role of CFLD in adults
is less certain, and disease progression after adolescence is
rare [7,26]. Previous studies consisted of mixed patient
cohorts with a large proportion of pediatric patients
[12,13] or of CF children with portal hypertension [14].
Hence, the reported increase of liver stiffness in these
CFLD patients may be related to the more severe course of
pediatric CFLD while our results reflect a milder degree of
liver damage in adult CFLD cases.
(iii) The use of different CFLD definitions in previous studies
limits their comparability with our results [12,13]. We
defined CFLD according to Colombo’s criteria [1].
Though these criteria are sensitive for persistent liver
impairment, the diagnosis of CFLD is not always
associated with significant liver fibrosis [9]. The absence
of fibrosis in some cases may have limited accuracy of
ARFI and TE for CFLD detection in our study. In
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addition, limited accuracy of all investigated ultrasound-
and laboratory-based methods to detect liver fibrosis may
be also influenced by diagnostic limitations of our reference
method B-mode ultrasound. Conventional ultrasound may
misclassify patients as non-cirrhotic although they are
cirrhotic in reality.
(iv) The number of recruited patients - although comparable to
previous studies [12,13] - was not sufficient to detect a
significant difference of liver stiffness between CFLD
patients and those without CFLD. Based on a post-hoc
power calculation (alpha error 0.05, beta error 0.1), a
much larger case number would have been required for
reliable CFLD detection (n= 138 for TE and n= 171 for
right liver lobe ARFI, respectively). In addition, our case
number may have been too small to reveal correlations
between known risk CFLD factors and elastography results
although there was a trend of earlier age at diagnosis in
CFLD patients.
Figure 1. ARFI results in adult cystic fibrosis (CF) patients and controls. Results of shear-wave velocity measurement in the liver tissue are
shown as boxplots (median, 25%- and 75% quartile, maximum and minimum, outliers) according to the site of measurement. Shear-wave velocity is
not increased in CF-related liver disease (CFLD) patients compared to healthy controls and CF patients without liver involvement. ARFI measurement
in the right liver lobe (A) can detect patients with cirrhosis in the CFLD group. Patients with alcoholic liver cirrhosis have significantly higher shear-
wave velocity values than CF patients with cirrhosis (p = 0.002).
doi:10.1371/journal.pone.0042139.g001
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Ideally, non-invasive evaluation of liver fibrosis should be
compared to adequate results of liver biopsy. However, the focal
nature of liver damage in CFLD is the key problem for histological
assessment and limits its use as standard classification in CF [1]. If
focal liver disease affects biopsy, elastography will be affected as
well. The tissue volume assessed with TE and ARFI is relatively
small and even B-mode ARFI image measurement control cannot
exclude ‘‘acoustic biopsy sampling errors’’. However, we investi-
Figure 2. Transient elastography results in cystic fibrosis (CF) patients. Results of liver stiffness measurement are shown as boxplots
(median, 25%- and 75% quartile, maximum and minimum, outliers). Liver stiffness is not increased in CF-related liver disease (CFLD) patients
compared to CF patients without liver involvement. CFLD-patients with liver cirrhosis show a significant increase of liver stiffness.
doi:10.1371/journal.pone.0042139.g002
Table 2. Results of elastography and fibrosis scores.






cohort Without CFLD With CFLD
Without
cirrhosis With cirrhosis
n=55 n=41 n=14 n=8 n=6 n=50 n=10
Elastography*
R-ARFI (m/s) 1.1660.21 1.1260.15 1.2860.31 1.1360.15# 1.4960.36#,{ 1.1560.17 2.9960.77{
Success rate 0.9560.13 0.9460.14 0.9660.09 0.9460.11 0.9860.04 0.9560.09 0.9160.09
valid/invalid (n) 54/1 40/1 14/0 8/0 6/0 50/0 10/0
L-ARFI (m/s) 1.2960.21 1.2560.18 1.4160.25 1.3560.29 1.4860.20{ 1.2860.19 3.0560.54{
Success rate 0.9260.16 0.9160.17 0.9560.09 0.9660.06 0.9560.12 0.9360.09 0.8860.20
valid/invalid (n) 54/1 40/1 14/0 8/0 6/0 50/0 9/1
TE (kPa) 4.562.5 4.061.1 5.864.2 4.261.3# 8.065.9# / /
Success rate 0.9460.10 0.9460.10 0.9660.08 92.868.9 100 / /
valid/invalid (n) 49/6 35/6 14/0 8/0 6/0 / /
Fibrosis Indices*
APRI 0.31460.395 0.20760.099 0.63060.687 0.2860.12# 1.0960.87# / /
Forns 2.47162.064 1.93361.627 4.04562.444 2.6661.17# 5.8962.54# / /
*results shown as mean 6 standard deviation.
#significant difference compared to other subgroup (p-value,0.03).
{significant difference compared to positive control group (p-value = 0.002).
CFLD – cystic fibrosis-related liver disease; TE – transient elastography, R-ARFI – right liver lobe ARFI; L-ARFI – left liver lobe ARFI; APRI – AST/Platelets-Ratio-Index.
doi:10.1371/journal.pone.0042139.t002
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gated two different established elastography methods simulta-
neously and performed ARFI measurements in both liver lobes.
There was a high correlation of measurement results and thus a
sampling bias is unlikely. Moreover, we calculated APRI and
Forns index and showed comparable accuracy with ARFI and TE
for CFLD and cirrhosis detection. The APRI score performed best
compared to all other evaluated tests in our cohort. It may be an
interesting and easy to perform alternative for non-invasive
assessment of CFLD in adult patients which deserves further
evaluation in the future although it should be noticed that it was
unable to detect liver disease in pediatric patients before [13]. This
difference may be explained by age related levels of aminotrans-
ferases and platelets [28] which can result in imprecise upper limits
of normal and succeeding impaired diagnostic performance of
APRI.
In summary, right liver lobe ARFI and TE correlate with each
other in CF patients and can reliably detect CFLD related liver
cirrhosis. CF specific elastography cut-off values in adults are
lower compared to liver diseases of other etiologies. A structured
and prospective use of ultrasound- and laboratory based
approaches to investigate CF-related liver disease may detect
progression of liver fibrosis invisible by ultrasound and allow
further risk stratification in adult CF patients.
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4.2.1 Skizzierung der 2. Publikation 
Ein Großteil der im Rahmen der Hauptpublikation untersuchten erwachsenen Patienten mit 
Zystischer Fibrose (CF) ist im Intervall nachuntersucht worden (41 der initial 55 Patienten). 
Ziel dieser zweiten Publikation war die Evaluation der Anwendbarkeit elastographischer 
Verfahren (TE, ARFI) im Langzeitverlauf und die Charakterisierung des klinischen Verlaufs 
der CF-assoziierten Lebererkrankung (CFLD) in der untersuchten Patientenkohorte über einen 
medianen Beobachtungszeitraum von 22,5 Monaten. Beide Verfahren zeigen auch in der 
Längsschnittuntersuchung eine gute Anwendbarkeit, die potenziell für den klinischen Alltag 
geeignet ist. Die weiteren Ergebnisse dieser Untersuchung sind vereinbar mit der Hypothese 
eines stabilen Verlaufs der CFLD im Erwachsenenalter. Jedoch können die beobachteten 
leicht ansteigenden Werte der Lebersteifigkeitsmessung auch auf eine langsame 
Krankheitsprogression hinweisen, die sich gegebenenfalls erst im weiteren Krankheitsverlauf 
manifestiert.  
Insgesamt stellen die untersuchten Elastographieverfahren eine im klinischen Alltag 
praktikable diagnostische Methode zur Lebersteifigkeitsmessung dar und sollten daher 
zusätzlich in das empfohlene Untersuchungsprogramm für CF-Patienten integriert werden. 
Zudem sollten zur Beurteilung der prognostischen Wertigkeit der Elastographieverfahren 
weitere Langzeitstudien durchgeführt werden. 
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5.1 Grundlagen und Durchführung 
Die Zystische Fibrose (CF) ist eine der häufigsten Erbkrankheiten der europäischen 
Bevölkerung. Bei etwa einem Drittel aller betroffenen Patienten manifestiert sich die 
Erkrankung am hepatobiliären System als Cystic Fibrosis related Liver Disease (CFLD). Die 
Diagnostik der CFLD stellt bisher eine klinische Herausforderung dar. Dies liegt maßgeblich 
an ihrer variablen somatischen Manifestation und daraus resultierenden uneinheitlichen 
CFLD-Definitionskriterien. Die Leberbiopsie als diagnostischer Referenzstandard 
verschiedener Hepatopathien ist auf Grund der fokalen Ausprägung der CFLD und der häufig 
bestehenden pulmonalen Begleiterkrankung (mit intraprozedural erhöhtem Pneumothorax-
risiko) bei CF-Patienten nicht für die Routinediagnostik der CFLD geeignet. Seit gut einem 
Jahrzehnt stehen neue nicht-invasive diagnostische Alternativverfahren zur Detektion von 
Leberfibrose, bzw. –zirrhose, zur Verfügung. Eines dieser Untersuchungsprinzipien ist die 
ultraschallbasierte Leberelastographie, die durch indirekte Messung der Gewebesteifigkeit das 
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Vorliegen einer Fibrose bzw. Zirrhose detektiert. Zudem besteht in der Anwendung 
serologischer Fibrosescores, die sich aus laborchemischen Kombinationen von 
lebersyntheseabhängigen Plasmabestandteilen und Routine-Laborparametern berechnen, eine 
weitere nicht-invasive diagnostische Alternative. Bisher wurden diese Verfahren vorwiegend 
bei chronischen Lebererkrankungen mit hoher Prävalenz (v.a. Virushepatitiden) untersucht, 
Pilotstudien an pädiatrischen, beziehungsweise gemischt pädiatrisch-adulten CF-
Patientenkohorten zeigten jedoch einen potenziellen diagnostischen Nutzen. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war daher die Evaluation der Anwendbarkeit nicht-invasiver 
Untersuchungsverfahren zur CFLD-Detektion bei erwachsenen CF-Patienten, unter 
Verwendung von: 
(a)  Acoustic Radiation Force Impulse (ARFI) – Imaging, 
(b)  Transienter Elastographie (TE), 
(c)  APRI-Score und 
(d)  Forns-Score.  
Für die Studie wurden 55 erwachsene CF-Patienten (56,36 % männlich, Altersdurchschnitt 
31,9 ± 8,8 Jahre) systematisch mittels Fragebogens, klinischer Untersuchung, konventionellen 
Ultraschalls (US), Elastographie (ARFI, TE) und laborchemischer Blutanalysen untersucht. 
Als Kontrollgruppen dienten 50 lebergesunde Probanden und 10 Patienten mit ethyltoxischer 
Leberzirrhose. Zudem wurden 41 Patienten der CF-Studienpopulation über eine mediane 
Beobachtungszeit von 22,5 Monaten nachuntersucht, um die Eignung der 
Elastographiemethoden als Verlaufsparameter zu beurteilen und den Krankheitsverlaufs der 
CFLD zu charakterisieren.  
Die Zuordnung zur Gruppe der CFLD erfolgte in Anlehnung an die Kriterien von Colombo et 
al. (2002), wenn mindestens zwei der folgenden Kriterien in zwei sukzessiven 
Untersuchungen innerhalb eines Jahres vorliegen:  
(i) sonographisch bestätigte Hepatomegalie,  
(ii) Nachweis erhöhter Leberparameter (ALAT, ASAT, AP oder GGT),  
(iii) auffälliger Ultraschallbefund (z.B. verstärkte, unregelmäßige Echogenität, 
Knotenbildung, Leberrandunregelmäßigkeiten oder Splenomegalie), außer 
Hepatomegalie und Steatosis hepatis. 
Wies ein Patient zusätzlich zu diesen CFLD-Kriterien einen eindeutig zirrhosetypischen 
Ultraschallbefund auf (z.B. grobknotige Leberparenchymdarstellung, Zeichen portaler 
Hypertension, Rarefizierung peripherer Pfortaderäste) oder bestanden klinische Zeichen einer 
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Leberzirrhose (u.a. Ösophagusvarizen oder andere portovenöse Umgehungskreisläufe), 
erfolgte die Zuordnung zur CFLD-Zirrhose. 
 
5.2 Ergebnisse und Auswertung 
In der Studienkohorte der CF-Patienten erfüllten 14 Patienten die Diagnosekriterien der 
CFLD. Von diesen wiesen sechs eindeutige Zeichen der Leberzirrhose auf. TE und ARFI 
erbrachten jeweils keinen signifikanten Unterschied zwischen den Messwerten der 
Kontrollgruppe gesunder Probanden, lebergesunden CF-Patienten und nicht-zirrhotischen 
CFLD-Patienten. Jedoch konnten beide Elastographieverfahren mittels Grenzwerten („Cut-
off“) mit hoher diagnostischer Sicherheit zwischen CFLD und CFLD-Zirrhose differenzieren 
(TE: Cut-off 4,4 kPa, Sensitivität 100%, Spezifität 75,0%; ARFI: Cut-off 1,13 m/s, 
Sensitivität 100%, Spezifität 62,5%). ARFI-Messungen bei Patienten mit CFLD-Zirrhose 
erbrachten im Vergleich zu Patienten mit ethyltoxischer Leberzirrhose signifikant niedrigere 
Messwerte (1.49 ± 0.36 m/s vs. 2.99 ± 0.77 m/s). Auch im Vergleich zu bekannten 
elastographischen Cut-off-Werten chronischer Virushepatitiden zeigen sich die Werte bei 
CFLD-Zirrhotikern deutlich niedriger.  
Im Hinblick auf die Detektion einer CFLD-induzierten Zirrhose zeigten die untersuchten 
nicht-invasiven Methoden eine vergleichbare diagnostische Wertigkeit und korrelierten 
signifikant miteinander. Der Anteil von Fehlmessungen der Elastographieuntersuchungen 
dieser Studie (15% der TE- bzw. 2% der ARFI-Messungen) an lebergesunden CF-Patienten 
stehen im Einklang mit vorangegangenen Studienergebnissen (Menten et al., 2010; Castera, 
2012).  
Bei der Nachuntersuchung von insgesamt 41 CF-Patienten konnte ein meist stabiler 
Krankheitsverlauf in Bezug auf die CFLD dokumentiert werden. Ein Patient verstarb jedoch 
an einem cholangiozellulären Karzinom. Einzelne CFLD-Patienten wiesen einen diskreten 
Anstieg der gemessenen Lebersteifigkeit auf, was möglicherweise auf eine langsame 
Krankheitsprogression hinweist und gegebenenfalls im weiteren Verlauf zu einer relevanten 
klinischen Manifestation führt. Bei keinem der Patienten mit CFLD-Zirrhose kam es zur 
hepatischen Dekompensation. Nur einer der zuvor lebergesunden CF-Patienten entwickelte 
eine CFLD. Diese Studie erbrachte erste Hinweise dafür, dass die Elastographiemethoden als 
Parameter zur Verlaufsbeurteilung der CFLD bei erwachsenen CF-Patienten geeignet sind. 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse der hier vorgestellten Studie, dass nicht-invasive 
elastographische und serologische Diagnostikverfahren mit hoher Sensitivität eine CFLD-
Zirrhose detektieren können, bei CFLD-Patienten ohne Zirrhose jedoch einen eingeschränkten 
-31-
  
diagnostischen Nutzen haben. Die Cut-off-Werte der elastographischen Verfahren für die 
Detektion einer Leberzirrhose bei CF-Patienten sind niedriger als bei anderen chronischen 
Lebererkrankungen. Dies unterstreicht die Notwendigkeit, Ergebnisse der Leberelastographie 
stets im Zusammenhang mit der Ätiologie der vorliegenden Lebererkrankung sowie dem 
aktuellen klinischen Bild zu interpretieren. Weitere Längsschnittstudien sind erforderlich, um 
den Krankheitsverlauf der CFLD im Erwachsenenalter zu charakterisieren und die 
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